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Bu¤dayda Embriyo Kültüründen Kallus Oluflumu
Öznur KARACA
‹l Çevre Müdürlü¤ü, Ayd›n - TÜRK‹YE

Betül BÜRÜN
Mu¤la Üniversitesi, Fen - Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Mu¤la - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 30.04.1997

Özet : Bu çal›flmada, Do¤u 88 bu¤day çeflidinin olgun ve olgun olmayan embriyolar› farkl› 4 madde kat›lm›fl MS ortam›nda kültüre
al›nm›flt›r. Deneme faktöriyel deneme desenine göre iki tekerrürlü olarak kurulmufl ve de¤erlendirilmifltir. Verilere karekök
transformasyonu uygulanm›flt›r. Gözlemler 42 gün sürmüfltür. Gözlemler sonunda, kallus sürgün ve kök oluflturan tüp say›lar›
belirlenmifltir.
Olgunlaflmam›fl embriyolar›n kültüründe en yüksek kallus oluflumu (Ort. % 94) 2 mg/l 2,4 D+ 1mg/l kinetin kat›lm›fl MS ortam›nda
elde edilmifltir. Olgun embriyolar›n kültüründe ise en yüksek kallus oluflumu (Ort. % 95) 2 mg/l 2,4 -D kat›lm›fl MS ortam›nda
gözlenmifltir. Kallus a¤›rl›klar› bak›m›ndan olgun embriyolar daha iyi sonuç vermifltir. En yüksek kallus a¤›rl›¤› ortalama 395.3 mg
olarak 2 mg/l 2,4-D +1 mg/l kinetin içeren MS ortam›nda bulunmufltur.

Callus Development in Embryo Culture of Wheat
Abstract : In this study mature and immature embryos of Do¤u-88 wheat variety was cultured for callus development on MS
medium supplemented with 4 different substances. Experiment was planned and analysised as factorial design with two replication.
Data has been converted with rootsquare transformation. Observations were continued during 42 days. Number oftubes in which
callus, shoot and root formation occured, were found after observation.
The immature embryos formed the highest callus (average 94 % ) on medium MS containing 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin. The
mature embryos formed the highest callus ( average 95 % ) on MS medium containing 2 mg/l 2,4-D. The mature embryos gave the
best result with respect to callus weights. The highest callus weights were obtained (average 395.3 mg) on MS medium containing
2 mg/l =2,4-D + 1 mg/l kinetin.

Girifl
Bitki doku kültürleri yöntemlerinden biri olan embriyo
kültürleri, temel araflt›rmalarda ve tohumdaki çimlenme
durgunlu¤unu (dormancy) ortadan kald›rmak amac›yla
uygulanmaktad›r. Bunun yan›s›ra, türler aras› ve cinsler
aras› melezlerin elde edilmesi bak›m›ndan büyük önem
tafl›maktad›r (1). Kallus oluflturmada bitkinin de¤iflik
k›s›mlar›ndan al›nan parçalar›n yan›nda, olgunlaflm›fl ya da
olgunlaflmam›fl embriyolar da materyal olarak
kullan›lmaktad›r (2,3,4). Yap›lan pek çok çal›flmaya göre,
farkl› türlerden al›nan bitki parçalar›n›n kültürlerinde
farkl› besin isteklerinin karfl›lanmas› gereklili¤i ortaya
konmufltur (2).

Kallus oluflturman›n yararlar›ndan biri de kallustan
farkl›laflan bitkiler aras›nda görülen somaklonal
varyasyondan ›slah programlar›nda yararlan›lmas›d›r.
Ayr›ca in vitro ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen
uygulamalar›yla hastal›klara, antibiyotiklere, herbisitlere
dayan›kl›l›k ve yüksek tuz, düflük s›cakl›k ve susuzlu¤a
toleransl› mutant hücre seçimleri yap›labilmektedir
(1,4,5).
Bu çal›flmada, bu¤day embriyolar›ndan kallus
dokusunun elde edilmesi amac›yla, temel MS ortam›na
kat›lan baz› hormonlar ile amino asitin etkileri
araflt›r›lm›flt›r.

*Öznur KARACA’n›n yüksek lisans tez çal›flmas›n›n bir bölümüdür.
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Materyal ve Yöntem
Do¤u-88 bu¤day çeflidinin olgunlaflmam›fl ve
olgunlaflm›fl
embriyolar›
kültüre
al›nm›flt›r.
Olgunlaflmam›fl embriyolar, tozlanmadan 9-10 gün ve 1516 gün sonra olmak üzere 1 hafta ara ile iki kez kültüre
al›nm›flt›r. ‹lk olarak, 9-10 günlük embriyoya sahip olan
daneler ortadan ikiye bölünerek embriyoyu içeren
k›s›mlar›, bir hafta sonra ise 2.43 ± 0,08 mm çap›ndaki
biraz daha belirginleflmifl embriyolar 4 de¤iflik madde
eklenen MS (6) ortam›nda (Tablo 1) kültüre al›nm›flt›r.
Hasat olgunlu¤una gelmifl bu¤daylar›n daneleri al›nm›fl,
bir toplu i¤ne yard›m› ile embriyolar› ç›kar›larak olgun
embriyo materyali elde edilmifltir. Her bir materyal için
(9-10 günlük ve 15-16 günlük olgunlaflmam›fl
embriyolar) 4 ortamda, 2 tekerrürde toplam 480 tüp
kullan›lm›flt›r.

Bulgular
Olgunlaflmam›fl Embriyolar›n Kültürü
Yar›m dane olarak kültüre al›nan olgunlaflmam›fl
embriyolardan (9-10 günlük) kallus oluflum oran› fiekil
1’de gösterilmifl ve ortamlara göre ortalama kallus
oluflum oranlar›nda istatistiksel önemde bir fark
bulunmam›flt›r.
15-16
günlük
olgunlaflmam›fl
embriyolardan ise 4 ortamda da daha yüksek kallus
oluflum oran› saptanm›fl ($ekil 1), ortamlar aras›ndaki
fark %5’e göre önemli bulunmufltur(Tablo 2).

%
100

94

90

84

80

71

70

Tablo 1.

MS ortam›na eklenen maddeler ve miktarlar›

58

60
50

Ortam No:
I

Eklenen maddeler ve miktarlar›

40

MS + 2 mg/l 2,4-D * ( 2,4-diklorofenoksiasetikasit )

30

II

I + 1 mg/l kinetin **

20

III

II + 1 mg/l NAA * ( Naftelenasetikasit )

10

IV

III + 150 mg/l asparajin***

0
I
II
15-16 Günlük embriyo

III
IV
9-10 Günlük Embriyo

*: Oksin **: Stokinin *** : Aminoasit

Ortam PH’s› 5.7’ye ayarlanan ve kültür tüplerine
boflalt›lan besin ortam›n›n sterilizasyonu,121 ºC’de 1 atm
bas›nçta 20 dakika süre ile otaklavda b›rakma sureti ile
yap›lm›flt›r.
Embriyolar›n sterilizasyonu sodyumhipoklorit ve alkol
ile yap›lm›fl, olgun embriyolar ise sterilizasyondan sonra
penisilin ve streptomisin içeren solüsyonda tutulmufltur
(7). 25 ml besin ortam› içeren deney tüplerine
yerlefltirilen embriyolar 16 saat ayd›nl›k, 8 saat karanl›k
sürede, 1500 lux ›fl›kta ve ortalama 23ºC s›cakl›kta 42
gün bekletilmifllerdir.
Kallus oluflumu gözlenen tüpler say›larak ortamlardaki
kallus oluflum oranlar› bulunmufl, 42 gün sonunda tüpler
boflalt›larak kök ve sürgün ayr›ld›ktan sonra kallus
a¤›rl›klar› tart›lm›flt›r.
Çal›flma 2 tekrarlamal› olarak faktöriyel deneme
desenine göre düzenlenmifl, elde edilen veriler
transformasyonu yap›ld›ktan sonra de¤erlendirilmifltir
(8). Verilerin istatistiki de¤erlendirilmesinde mini-tab
paket program› kullan›lm›flt›r.

fiekil 1.

Olgunlaflmam›fl embriyo kültüründe ortamlara göre kallus
oluflumu.

Tablo 2.

15-16 günlük embriyolardan elde edilen kallus oluflum
oranlar›n›n en küçük kareler ortalamalar›na iliflkin çoklu
karfl›laflt›rma testi

Ortamlar

X

±

Sx

I

9.178

±

0.440 AB

II

9.695

±

0.440 A

III

8.428

±

0.440 AB

IV

7.613

±

0.440 B

(P < 0.05)

15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kallus
a¤›rl›klar› bak›m›ndan ise ortamlar aras›nda önemli bir
fark bulunmam›flt›r (Tablo 3 ve 4).
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Tablo 3.

15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kültüründe
saptanan kallus a¤›rl›klar›

Tablo 6.

15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kültüründe,
sürgün ve kök oluflumu gözlenen tüp say›lar›

Kallus a¤›rl›klar› (mg)
Ortamlar
I
II
III
IV

Tablo 4.

Ort.
67.0
60.0
45.0
51.0

En düflük
10.0
9.0
5.0
6.0

En yüksek
136.0
114.0
156.0
114.0

Ortamlar

x

±

I
II
III
V
(P>0.05)

0.0672
0.0599
0.0455
0.0506

±
±
±
±

Sx

I
II
III
IV

20
20
20
20

I.Tek
II.Tek
Sürgün
Kök
Sürgün
Kök
Oluflumu Oluflumu Oluflumu Oluflumu
gözlenen gözlenen gözlenen gözlenen
tüp say›s› tüp say›s› tüp say›s› tüp say›s›
13
18
12
17

4
4
4

8
16
5
12

4
1
2

Olgun Embriyolar›n Kültürü

0.0083
0.0083
0.0083
0.0083

A
A
A
A

9-10 günlük tam belirginleflmemifl embriyolar›n
kültüründe kallus ile birlikte çok az say›da tüpte sürgün
geliflimi de gözlenmifl, kök oluflumuna raslanmam›flt›r
(Tablo 5).
Tablo 5.

Kültürde
Kullan›lan
Toplam Tüp
Ortamlar
say›s›

15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolardan oluflan kallus
a¤›rl›klar›n›n en küçük kareler ortalamalar›na göre çoklu
karfl›laflt›rma testi

Ö. KARACA, B. BÜRÜN

9-10 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kültüründe,
sürgün ve kök oluflumu gözlenen tüp say›lar

I.Tek
II.Tek
Kültürde
Sürgün
Kök
Sürgün
Kök
Kullan›lan Oluflumu Oluflumu Oluflumu Oluflumu
Toplam Tüp gözlenen gözlenen gözlenen gözlenen
Ortamlar
say›s›
tüp say›s› tüp say›s› tüp say›s› tüp say›s›

Olgun embriyolar 1991 ve 1992 y›llar›nda olmak
üzere 2 kez kültürü al›nm›flt›r. En iyi sonuç (%100 kallus
oluflumu) 1991 y›l›nda kurulan denemede ve ortam II’de
elde edilmifltir (fiekil 2). ‹kinci y›l kurulan denemede de
tüm ortamlarda kallus oluflum oranlar› yüksek bulunmufl
ve en yüksek kallus oluflumu % 93 oran› ile ortam-I de
gözlenmifltir. Y›llar aras›ndaki fark % 5 düzeyinde önemli
bulunmufltur.
‹ki y›l›n otalama kallus oluflum oranlar›na göre,
ortamlar aras›ndaki fark çok önemli (F<0,01)
bulunmufltur.

%
120
100

97

100
76

80

I

20

1

-

1

-

II

20

-

-

-

-

lIl

20

-

-

-

-

IV

20

3

-

-

-

77

60
40
20
0

15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kültüre
al›nd›¤› denemede daha fazla say›da tüpte sürgün ve kök
oluflumu gözlenmifltir. En fazla sürgün oluflumu 2 mg/l
2,4-D 1mg/l kinetin içeren ortam II’de (34 tüp) en az
sürgün oluflumu ise 2 mg/l 2,4 D + 1mg/l kinetin + 1 mg/l
NAA içeren ortam III’de (17 tüp) gözlenmifltir (Tablo 6).
Kök oluflumu bak›m›ndan ortamlar aras›nda önemli bir
fark bulunmam›flt›r.

I
II
1991 Y›l› ortalamas›

fiekil 2.

III
1992 Y›l› ortalamas›

IV

1991 ve 1992 y›llar›nda ortamlara göre
embriyolardan ortalama kallus oluflum oranlar›

olgun
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Ortamlar›n kallus a¤›rl›klar›nda ortaya ç›kan farklar
%5 düzeyine göre önemli bulunmufl: ortam-II’de en a¤›r,
ortam IV’de en hafif kalluslar elde edilmifltir (Tablo 7).
Sürgün ve kök geliflimi bak›m›ndan her iki y›lda da
elde edilen sonuçlar tümüyle benzerdir. Tablo 8’de iki
y›lda sürgün ve kök geliflimi gözlenen tüp say›lar›
verilmifltir.

Tart›flma ve Sonuç
Olgunlaflmam›fl Embriyo Kültürü
15-16 günlük olgunlaflmam›fl embriyolar›n kullan›ld›¤›
denemede, farkl› dört ortamda %58-94 oranlar› aras›nda
kallus oluflumu saptanm›flt›r. Ahloowalia (9),
olgunlaflmam›fl embriyolar›, 2,4-D, IAA ve kinetin
eklenmifl MS ortam›nda kültüre al›nm›fl; %77 oran›nda
kallus oluflumu bulmufltur. ‹ki çal›flmada da elde edilen
oranlar›n birbirine yak›n oldu¤u görülmektedir. De¤iflik
araflt›r›c›lar
yapt›klar›
olgunlaflmam›fl
embriyo
Tablo 7.

Yap›lan istatiksel de¤erlendirmede, olgunlaflmam›fl
embriyolar›n kültüründe, dört kültür ortam›n›n
birbirinden farkl› kallus a¤›rl›klar›na yol açmad›¤› ortaya
konmufltur (Tablo 4).
Bu konuda yap›lan benzer çal›flmalarda kallus oluflumu
için MS kültür ortam›na; 2,4-D, IAA, kinetin ve dicamba
eklenmesinin olumlu oldu¤u, özellikle bu¤daygillerde
oksin grubu hormonlarda 2,4-D’nin bulunmas›n›n önemi
belirtilmifltir (9,10,11,12,15). Ayr›ca, Papenfus ve
Carman (11), MS kültür ortam›na 2 mg/l dicamba
eklemenin, 2 mg/l 2,4-D eklemekten daha iyi sonuç

1991 ve 1992 y›l› olgun embriyo kültürlerinde o›tamlara göre kallus a¤›rl›klar›

Kallus a¤›rl›klar› (mg)
1991 y›l›
1992 y›l›
En düflük
En yüksek
Ort.
En düflük

Ortamlar

Ort.

›
II
III
IV

202.3
670.6
374.0
376.9

Tablo 8.

kültürlerinde 12 günlük, 14-24 günlük embriyolar olmak
üzere farkl› büyüklükteki olgunlaflmam›fl embriyolar›
kültüre alarak baflar›l› sonuçlar elde etmifller, 1,0-1,5
mm. çapmdaki embriyolar›n uygun oldu¤unu
belirtmifllerdir (10,11,12,13,14). Bu çal›flmada 15-16
günlük embriyolar kültüre al›nm›fl, embriyonun yafl› ile
kallus oluflum oran› aras›nda gözlenen iliflki öteki
çal›flmalarla benzerlik göstermifltir.

93.2
33.5
35.8
73.3

386.8
1608.7
1238.0
1214.2

78.0
120.0
115.0
42.0

27.0
42.0
28.0
20.0

‹ki y›l
En yüksek

ortalamas›

170.0
161.0
188.0
67.0

140.2
395.3
244.5
209.5

Olgunlaflm›fl embriyolar›n kültüründe sürgün ve kök oluflumu gözlenen tüp say›lar›

1991

Ortamlar

Kültürde
Kullan›lan
Toplam Tüp
say›s›*

I

40

II

40

III

40

IV

40

1992

Sürgün
Oluflumu
gözlenen
tüp say›s›

Kök
Oluflumu
gözlenen
tüp say›s›

Sürgün
Oluflumu
gözlenen
tüp say›s›

Kök
Oluflumu
gözlenen
tüp say›s›

14+12
26
13+16
29
15+12
27
11+14
25

9+5
14
14+13
27
8+7
15
6+13
19

13+9
22
12+17
29
12+11
23
13+9
22

4+2
6
6+5
11
4+4
8
8+6
14

* Tekrarlamalar birlefltirilerek verilmifltir.
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verdi¤ini belirtmifltir. Bu çal›flman›n sonuçlar›ndan, MS
ortam›na kat›lan 2,4-D ve kinetinin, olgunlaflmam›fl
embriyodan elde edilen kallus oluflumunda olumlu etki
yapt›¤› (2,4-D eklenen ortamdan % 84; 2,4-D ile birlikte
kinetin eklenen ortamdan da % 94 kallus oluflum oran›
elde edilmifltir), bunun yan›nda NAA ve asparajinin de,
öteki iki madde gibi olumlu etki gösterdi¤i söylenebilir.

birinci ve ikinci y›l olgunlaflm›fl embriyolar›n al›nd›¤›
bitkilerin, yetiflme koflullar›ndaki farkl›l›klar›n (ya¤›fl
miktar›, s›cakl›k, topraktaki besin maddelerinin) bitkilerde
fizyolojik olarak ortaya ç›kard›¤› de¤iflikliklerden veya
kültür odas›ndaki s›cakl›k ve ba¤›l nemin kontrol
edilmemesinden dolay› oda koflullar›nda meydana gelen
de¤iflikliklerden kaynaklanabilece¤i söylenebilir.

Temel MS ortam›na kinetin eklenen ortam II’n›n, 2,4D ve asparaj›n ilave edilen ortamlar ile sürgün oluflumu
bak›m›ndan önemli bir fark göstermemesine karfl›n; NAA
içeren ortama göre daha fazla say›da sürgün oluflturdu¤u
saptanm›flt›r (Tablo 6). Kök oluflumunda, NAA’n›n belirgin
bir etkisinin görülemedi¤i belirtilebilinir. Ahloowalia (9),
MS ortam›na 1 mg/l NAA eklemenin kök geliflimini
art›rd›¤›, Barabonova ve ark. (12)’da NAA gibi bir oksin
olan IAA’n›n kök ve sürgün geliflimini art›rd›¤›n›
belirtmifllerdir. Cai ve ark. (14) olgunlaflmam›fl embriyo
kültüründe, kallus oluflum oranlar›ndaki de¤ifliklikleri
(%71-100) çevre koflullar› ile deneme hatalar›na,
rejenerasyondaki de¤ifliklikleri ise (% 0.60) genotipik
farkl›l›klara ba¤lam›fllard›r. Bu çal›flmada da benzer
faktörlerin etkilerinin oldu¤u söylenebilir.

Olgunlaflm›fl embriyo kültüründe, kallus a¤›rl›klar›na
göre, temel MS ortam›na, 2,4-D ve kinetin eklenen Ortam
II’nin Öteki üç ortama göre daha uygun oldu¤u
gözlenmifltir. Schaeffer ve ark.(7), olgunlaflm›fl embriyo
kültüründe, 2-IP (sitokinin), 2,4-D, NAA ve glutamin
(aminoasit) eklenmifl temel MS ortam›n uygun oldu¤unu
belirtmifllerdir. Araflt›r›c›lar›n (7,16) kallus oranlar›
bak›m›ndan elde ettikleri sonuçlarla, çal›flmam›zda elde
edilen sonuçlar›n benzerlik göstermesine karfl›n (her iki
çal›flma da % 50 ile % 100 aras›nda kallus oluflumlar›
saptanm›flt›r); en fazla kallus oluflum oran› meydana
getiren ortamlar farkl›d›r. Bu fark›n, çeflitlerin
genotiplerinden kaynaklanabilece¤i söylenebilir.

Olgunlaflm›fl Embriyo Kültürü
Olgunlaflm›fl embriyolar›n kullan›ld›¤› iki y›l
tekrarlanan denemelerde, kallus oranlar› yüksek (1. y›l %
76-100, 2. y›l % 25-93) olmufl; kallus oluflum oranlar›
aç›s›ndan yap›lan istatiksel analizlerde, iki y›l aras›ndaki
fark önemli bulunmufltur (P<0,05). Ayn› kültür ortamlar›
kullan›lmas›na karfl›n, y›llar aras›nda ortaya ç›kan farkl›l›k;

Elde edilen kalluslar›n sulu ve az bo¤umlu olduklar› ve
yeflil büyüme merkezleri tafl›d›klar› gözlenmifltir.
Bu çal›flmada temel MS ortam›na kat›lan 3 hormon ile
1 amino asit ilavesinin, olgunlaflmam›fl ve olgunlaflm›fl
embriyolarda kallus oluflumu bak›m›ndan etkileri
araflt›r›lmaya çal›fl›lm›fl ve kallus oluflumunda ortam -1 ve
ortam-2’nin, sürgün ve kök oluflumunda yine ortam 2’nin
daha uygun oldu¤u belirlenmifltir. Sonuç olarak kallus
oluflumunun teflvik edilmesi için ortama kinetin ilave
edilmesinin yararl› olaca¤› söylenebilir.
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